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本博士 論 文 で は、 まず 、LukFとLukF-PVのH192との共 同によ るヘ モ リジ ン活性 の差
異 は、LukF-PVの赤 血球 へ の結 合能 がLukFと比較 して 非常 に低 い こ とに起 因す る こ と
を 明 らか に した 。 また 、LukFのphosphatidylchoHneへの結合 は γ一ヘ モ リジ ン活 性 の発
現 に必須 で あ るが、LukFの赤血 球 へ の結合 には重要 で な い こと、LukFのTyr72とTyr203
は 各々、LukFの赤血 球 へ の結 合 に重要 で あ る こ とを明 らか に した。 一方 、Hlg2にお いて





1-1LukFと しukF-PVの三次 元 構造 の比 較
米国コ ロ ンビア大 学 のGouauxらの グル ー プ との共 同でX線 結 晶構 造解 析 に よ るLukF
成 分 の三 次元 構造 を明 らか に した(Fig。1.)。一 方 、 フ ラ ンス のPrevostらによ り
LukF-P▽のX線 結 晶 構造 が 一 ケ月後 に明 らか に され た(Fig.2.)。両 者 の三 次元 構 造
は 、ほぼ 同一 で あ る ことか ら、mg2と の共 同 によ るヘ モ リジ ン活性 の差異 はLukFと
LukF-PVの一 次構 造 の 相違 に起 因す る もので あ った 。
1-2LukFとLukF-PVの赤 血 球 崩壊 過 程 にお け る相違
γ一ヘモ リジ ン の赤 血 球崩 壊 過程 にお いて 、LukFは:田g2よりも先 に赤 血球 へ 結 合す る
重 要 な成 分 で あ る。 そ こでLukFとLukF-PVのヒ ト赤 血 球 に対 す る結合 能 を比 較 した 。
LukF-H[g2が90%の溶 血 を 引き起 こす 毒 素濃度 で 、LukFの結 合 量 を100%とす る と
LukF-Pvは3%であ った(Fig,3.)。この結合 能 の差 異 がLukFとLukF-P▽の ヘモ リジ
ン活 性の相 違 に影 響 を及 ぼ して いた。
1-3LukFとLukF-PVのキ メ ラタ ンパ ク質 の解 析
第1章1-1か ら、LukFと:Lu:kF-PVのm92との共 同 に よ るヘ モ リジ ン活性 の差 異 は
各 々 の一 次構 造 の相 違 に起 因す る もので あ った。LukFとLukF-P▽は72%の 同一 な ア ミ
ノ酸配列 を有 す る非常 に相 同性 の高 い タ ンパ ク質 で あ る(Fig.4.)。そ こで 、Lu:kFと
LukF-PVのキ メ ラタ ンパ ク質 を作製 して、解 析 を行 った.(Fig.5.)。そ の結果 、LukF
の40から90アミ ノ酸 残基 まで の領域 をLukF-P▽の領域 に置換 したMLPF23では 、Hlg2






2LukF及 びLukF-PVのphosphatidylcholineへの 結 合 と赤 血 球 崩壊 活 性 及 び赤
血 球 へ の結 合 の 相 関
2-1LukF-PVのphosphatidylcholine結合能 とphosphatidylcholine-LukF複
合 体 の ヘ モ リジ ン活 性及 び 赤血 球結 合能
東大 医 科研 の 野 田 らによ り、LukFはphosphatidylcholineへ分 子 比1対1で 結 合す る
こと、そ してphosphatidylcho葺neはLukFとLukSの共 同に よ るロイ コ シジ ン活 性 を阻害
す る こ とが報告 されて い る。そ こで 、LukF-PVのphosphatidylchohneへの結 合能 を測
定 した(Fig.6.)。LukF-P▽はLukFと同様 に、 モル 比50倍量 のdipropionoyl
phosphatidylcholineと37℃、1時 間 、イ ンキ ュベ ー トす る ことで、 モル 比1対1で 結合
した。 この結果 を踏 まえ、LukFのphosphatidylchohneへの結合 と赤 血球 結 合能 との相
関 関係 を明 らか に した。 ゲル ろ過 ク ロマ トグラ フ ィー によ り得 られ た分子 比1対1の
LukF-phosphatidylchohne複合 体 は 、LukFと同様 のHlg2との共 同に よるヘ モ リジ ン活
性 、赤 血 球結合 能及 び約200kDaのH[g2との膜孔 複 合体 形 成能 を示 した(Hg.7.)。以
上 の結 果 よ り、LukFはphosphatidylcholingを予 め結 合 させ て も十 分 なヘ モ リジ ン活 性
を示す ことを明 らか に した。
2-2膜 孔形 成 過 程 にお け るLukFのphosphatidylcholineへの結 合 の意 義
LukF-phosphatidylcholine複合体 の三次元 構 造解 析 か ら、LukFのTrp177とArg198は、
phosphatidylchoHneへの結合 に重 要 で ある こ とを明 らか に した(Fig.8.)。そ こで、 こ
れ ら2ア ミノ酸 残 基 の各 々 、また は両 方 をThrとした 変異 タ ンパ ク質 を作 製 して 、解 析 を
行 った(Fig.9.!。Trp177をThrに置 換 したLFW177T及 びArg198をThrに置 換 した
LFR198Tは、phosphatidylchoHne結合 能 を欠失 して 、Hlg2との共 同 によ るヘ モ リジ ン
活 性が いずれ も4%以 下 にまで減 少 した 。 また、 上述 の2ア ミ ノ酸残基 をThrに置換 した
変 異 タ ンパ ク質LFW177TR198Tは、phosphatidylchohne結合能 を欠失 して 、H:lg2との
ヘ モ リジ ン活性 は 全 く検 出 されな か った 。以 上 の事 か ら、LukFのphosphatidylcholine
へ の結 合 はヘ モ リジン活 性 の発現 に重 要 で ある ことを明 らか に した。 しか しなが ら、上述
の いずれ の変 異 タ ンパ ク質 も、LukFと比 較 して70%以 上 の高 い ヒ ト赤血 球 結合 能 を有 し
一soo一
て いた。 この事 か ら、LukFのphosphatidylchohneへの結 合 は、LukF-H:192複合 体 の膜
孔 形成 に重要 で あ る ことを明 らか に した 。
3LukFの赤血球への結合に重要なアミノ酸残基の特定
第1章2の 結 果 よ り、LukFの赤 血球 膜 へ の結合 に はphosphatidylchoHne結合 サ イ ト
以 外 の重 要 な ア ミ ノ酸 残基 の存 在 が強 く示唆 され た。LukFの三次 元構 造 の解 析 によ り、
推 定 され た赤 血 球膜 結 合領域 には 、4っ の芳香 族 ア ミ ノ酸残 基 が 、各 々 の側鎖 をLukF分
子 の表 面 に露 呈 して存在 して いた(Fig,10.)。そ こで 、 これ ら4ア ミ ノ酸残 基 の うち、
LukF-PVと異 な るTyr72、Tyr203、Phe260の3アミ ノ酸 残基 をLukF-PVの相 当す るThr、
Asn、Leuに各 々 、置 換 した変 異 タ ンパ ク質:を作 製 して、解 析 を行 った(Fig,11.)。
LukFのPhe260をLeuに置換 したLFF260LはHlg2との 共 同によ り、100%のペモ リジ ン活
性 を示 した。 一 方 、LukFのTyr72をThrと置換 したLFY72TはHlg2とのヘ モ リジ ン活 性が
20%にまで減 少 した 。そ して 、Tyr203をAsnと置換 したLFY203NはHlg2との ヘモ リジ ン
活 性 を全 く示 さな か った。Tyr72とTyr203の変異 タ ンパ ク質の 赤血球 膜 へ の結 合量 は、
LukFと比較 して 、各 々、33%と4%に 減 少 した 。 以上 の事 か ら、LukFのTyr72とTyr203を
赤 血 球へ の結 合 に重 要 なア ミノ酸残 基 で あ る と同定 した。
第2章Hlg2の赤血球崩壊活性発現に必須なアミノ酸残基の同定
H:192のK23RLAI27とArg217を各 々 、NKWGVとLysに 置換 した変 異 タ ンパ ク質
MHS-DRKを構 築 して、解 析 を行 った。MHS-DRKは 、LukF共存 下 でHlg2が37℃、30
分 で1x108/350μLのヒ ト赤 血球 を完 全溶血 す る8.6pmo1/m1の濃度 で 全 く赤 血球 崩壊 活
性 を示 さな か っ た(Fig,12.)。また 、 ヒ ト赤血 球寒 天平板 を用 いて、 毒 素濃度
600pmo1/m1、37℃、6時間 イ ンキ ュベ ー トして も全 く赤血 球 崩壊活 性 を示 さな か った
(Fig.13.)。一 方 、LukF共存下 でLukSは前述 の ヒ ト赤血球 寒 天平 板 を用 い た ア ッセ イ
で全 く赤 血 球崩 壊 活 性 を示 さな い の に対 して 、LukSのLys220をArgに置 換 したMLSK:Rは
1ア ミ ノ酸 残基 の置 換 で赤血 球 崩壊 活 性 を発現 した。 そ してLukF共存 下 で の ヒ ト赤血 球
へ の結合 量 はHlg2を100%とす る と、H:192(P83)は50%、MHS-Dは13%、MLSKRは10
%、 そ してM}ls-DRKとLuksは全 く検:出されな か っ た(Fig.14.)。以 上 の事 か ら、
H:192のK23RLAI27とArg217はLukFを結 合 させ た赤血 球 へ の結 合 、並 び に γ一ヘ モ リジ ンの
活 性 発現 に重 要 で あ る ことを明 らか に した。
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以上の私 の研 究成 果 を総 括 し、 γ一ヘモ リジ ンの膜孔 形 成過程 を提 唱 した
(Fig.15.)。:LukFはTyr72とTyr203を中心 と して赤 血 球 膜 上の未 知 の レセ プ ター分 子 に
結 合す る 。赤 血球 膜 に結 合 したLukFにH:192がK23RLAI27とArg217で結 合 して 、分子 比1:
1のLukF-H:lg2複合体 を形成 す る。そ して 、LukFの赤 血 球膜 のphosphatidylchohneへ
の結合 に伴 い、膜 貫 通 性 の リン グ状 の構 造 体 とな り、赤 血 球 を崩 壊 す る。
総括
1)LukFとLukF-PVのHlg2との共 同 に よるヘ モ リジ ン活 性の差 異 は、LukF-PVの赤血
球 結合 能 が低 下 して い る ことに起 因 して いた。
2)・LukF-PVはLukFと同様 にphosphatidylcholineと分 子 比1対1で結 合 した。 また 、
p益osphatidylchohneをあ らか じめ結 合 させ たLukFは、赤 血球 膜 に結 合 し、Hlg2と赤血
球 膜 上 に膜孔 を形成 した。LukFのphosphatidylchoHneへの結合 は赤 血球 崩 壊 に必 須 の
も のであ った 。 さ らに、LukFのphosphatidylcholine結合 能を欠 失 した変 異 タ ンパ ク質
は赤血球 結 合 能 を有 して いるが 、膜 孔 は形成 しな か った 。
3)Lu:kFのTyr72とTソr203は赤 血 球 へ の結合 に重 要 で あ り、 これ ら2ア ミ ノ酸残 基 は
phosphatidylchoHneど}ま異 な る赤血 球 膜 へ の結合 に重要 で あっ た。
4)Hlg2のK23RLAI27とArg217の両 者 はLukFを作用 させ た 赤血 球 へ の結 合 に重要 で あ























































































































































































































































































































































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
黄色 ブ ドウ球菌の γ一ヘモ リジン及 びロイコシジンは二成分性の血球崩壊毒素である。 これまで に,γ 一
ヘモ リジ ンは■ukF(34kDa)及びHlg2(32kDa)から成 り,赤 血球膜 にLukF,Hlg2の順 に結合 して,両 成
分が1対1か らなる約200kDaの膜孔 を形成 して赤血球 を崩壊す るこ とが明 らかに されている。一方,
ロイコシジンはLukF及びLukS(32。5kDa)から成 り,白 血球崩壊活性 を示す ことが明 らか にされている。
さらにLukFは両毒素の活性発現 に必須 な共通の成分 であ ることが明 らか にされている。黄 色ブ ドウ球菌
の ロイコシジンには,前 述のLukF,LukSの他 に,LukF-PV(34.4kDa)とLukS-PV(32.4kDa)から成 る
Panton-Valen七ine型ロイbシ ジンが存在す る。 クラスF成 分(LukF,■ukF-PV)とクラスS成分(Hlg2,
LukS,LukS-PV)はそれぞれ,約70%の 同一 なアミノ酸配列 を有 する非常 に相 同性の高い タンパ ク質で
あ る。各毒 素成分 の組合せ によるヘモ リジ ン活性 とロイコシジン活性が比較検討 され,ク ラスF成分 は
LukS,LukS-PVの何 れの組合せで も同様の高い ロイコシジ ン活性 を示すが,Hlg2共存下でのヘモ リジ
ン活性 は,bukFと比較 してLukF-PVは極 めて低 い毒素活性 を示す こ とが報告 されている。
本研究 において,ま ず本研 究者 は以下の事項 を明 らかに した。(1)水溶性モ ノマーのLukFの三次元構
造 を米 コロンビア大のGouauxらの研 究グループ との共同で明 らかに した。LukFは七量体膜孔 の状態の
黄色 ブ ドウ球菌 の α一ヘモ リジンと極 めて類似 した三次元構造 を有 してお り,γ 一ヘモ リジ ンの膜孔形成
過程 の動的 な挙 動 を推測 した。(2)Hlg2共存 下でのLukFとLukF-PVのヘモ リジ ン活性の差 はLukF-PV
が五ukFと比較 して極 めて低い赤血球 結合能 を示 す こ とに起 因す るこ とを明 らか に した。(3)LukFと
LukF-PVは何れ も,血 球膜の主要構 成成分 であるphosphatidyichGlilleと分子 比1対1で結合 し,LukFの
W177残基 とR198残基 が結合 に重要 なア ミノ酸残 基である ことを明 らかに した。 また,phosphatidyl-
cholineをあ らか じめ結合 させて もLukFはHlg2との共同で十分 なヘモ リジン活性 を示 した。(4)LukFの
赤血球膜へ の結合 に関与す るア ミノ酸残基 としてY72残基 とY203残基 を同定 した。(5)Hlg2のK23RLAI27セ
グメ ン トとR217残基は,LukFを作用 させた赤血球膜への結合 に重要であ り,こ れ ら6アミノ酸残基 を他
のア ミノ酸残基に置換 した変異 タンパ ク質 はLukF共存下で全 くヘモ リジ ン活性が検出 されな くなること
を明 らか に した。
以上の ように本研 究は,黄 色 ブ ドウ球菌の生産す る γ一ヘモ リジ ンLukF及びHlg2の構1造と作用 メカ・ニ
ズ ムを解 明 した ものであ り,審 査員一同は,本 研究者 に博士(農学)の学位 を授与す るの に値す る もの と
認定 した。
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